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RIASSUNTO 
 
 
 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di produrre un vaccino protettivo contro il virus 
del’immunodeficienza felina (FIV) sfruttando la capacità delle cellule dendritiche (DC) di 
attivare efficacemente sia la risposta innata che adattativa del sistema immunitario. Nel loro 
stato immaturo queste cellule si trovano nei tessuti, dove sono capaci di catturare, con 
notevole efficienza, ogni antigene (Ag) con cui vengono in contatto e di presentarli, una volta 
processati in piccoli peptidi, alle cellule del sistema immunitario. La cattura di un Ag dà inizio 
a una serie di eventi che portano le cellule dendritiche immature (iDC) a “maturare”. 
 Questo studio è particolarmente interessante perché ad oggi non esistono studi di 
vaccinazione contro FIV che abbiano utilizzato questo tipo di cellule. Come Ag per caricare le 
DC abbiamo deciso di usare virus intero, per cui abbiamo prodotto un grosso quantitativo di 
FIV M2 inattivato con AT2, una molecola capace di inattivare il virus senza alterarne le 
proteine presenti sull’involucro, che sono le più importanti per la protezione. Il virus è stato 
purificato ed è stata valutata la concentrazione ottimale per maturare le DC feline da usare 
come vaccino. 
 Le iDC sono state coltivate per 2 giorni con 50 o 10 μg/ml di FIV M2-AT2 e poi 
analizzate al FACS per valutare il loro grado di maturazione. E’ stato anche effettuato un 
saggio di funzionalità sulle DC maturate con 60 o 20 o 7 μg/ml di FIV M2-AT2. Queste 
analisi hanno permesso di identificare in 20 μg/ml di FIV M2-AT2 una concentrazione capace 
di indurre la maturazione delle iDC. 
 Abbiamo prodotto le varie dosi di vaccino trattando le iDC di 8 animali con 20 μg/ml 
di FIV M2-AT2 e le iDC di 3 animali con 10 ng/ml di LPS con lo scopo di produrre un 
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“mock-vaccino”. Abbiamo somministrato 3 dosi vaccinali a distanza di un mese l’una 
dall’altra, più una dose booster somministrata dopo 5 mesi dall’inizio della vaccinazione. Le 
varie dosi vaccinali somministrate ad ogni gatto sono state prodotte con cellule autologhe e 
sono state somministrate con iniezioni sottocutanee nelle zampe posteriori in vicinanza dei 
linfonodi poplitei. Venti minuti prima della somministrazione, la zona d’inoculo è stata 
trattata con pomata Aldara contenente il 5% di Imiquimod, una molecola capace di stimolare 
localmente il sistema immunitario inducendo la secrezione di citochine quali IFN α, 
interleuchina (IL)-6, IL-12 e TNF-α. 
 L’effetto della vaccinazione sul sistema immunitario è stato valutato sia sulla risposta 
umorale sia su quella cellulo-mediata. La risposta umorale è stata monitorata con un saggio 
ELISA per la misurazione del titolo anticorpale nel plasma, mentre la risposta cellulo-mediata 
è stata valutata attraverso un saggio proliferativo in cui i PBMC dei gatti sono stati coltivati 
con 1 μg di FIV M2 purificato e sonicato. Da questi monitoraggi è emerso che il vaccino è 
capace di indurre una risposta sia umorale che cellulo-mediata contro gli Ag di FIV e che 
queste risposte vengono potenziate dalla somministrazione della dose booster. E’ emerso, 
inoltre, che le risposte immunitarie evocate non hanno mostrato una correlazione con il 
numero totale di cellule somministrato. Viceversa i gatti che hanno ricevuto il “mock-
vaccino” non hanno mostrato risposte immunitarie contro il virus.  
 Questi gatti verranno quindi sfidati con FIV M2, per valutare l’efficacia del vaccino 
contro l’infezione virale. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 Today, no vaccination studies against FIV exist that have used dendritic cells (DC) 
matured and loaded with FIV like vaccine. The mature dendritic cells (mDC) are able to 
activate effectively the primary and the secondary response of the immune system. These 
cells have been loaded and matured with FIV M2 inactivated with Aldrithiol-2 (AT2). The 
virus it has been purified and it has been estimated the optimal concentration in order to 
mature the feline DC to use like vaccine.  
 The immature DC (iDC) have been cultivated for 2 days with 50 or 10 μg/ml of FIV 
M2-AT2 and analyzed to the FACS in order to estimate their degree of maturation. It has been 
also carried out a test of functionality on the iDC matured with 60 or 20 or 7 μg/ml of FIV 
M2-AT2. These analyses have allowed to identify in 20 μg/ml of FIV M2-AT2 an able 
concentration to induce the maturation of the iDC.  
 Eight animals have received 3 vaccine doses of iDC cultivated with 20 μg/ml of FIV 
M2-AT2 more one booster dose after 5 months from the beginning of the vaccination. Three 
cats have received a “mock-vaccine” constituted of iDC cultivated with 10 ng/ml of LPS. The 
doses have been somministrated with subcutaneous injections in the posterior legs of the cats 
in vicinity of the popliteal linph nodes. Twenty minute before the somministration, the zones 
of inoculation have been treated with Aldara cream containing 5% of Imiquimod. This 
molecule has the ability to stimulate the immune system locally. 
 The effect of the vaccination has been estimated on the humoral, through a test ELISA 
for the measurement of the antibody title it in the plasma, and on the mediated cell response 
by a proliferating  test in which the PBMC of the vaccinated cats was coltivated with 1 μg/ml 
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of purified and sonicated FIV M2. The vaccine is able to induce an humoral and an mediated 
cell response. The answer comes upgraded from the dose booster. The mock vaccinate cats 
have not answered. These cats will be challenge with FIV M2 in order to estimate the 
effectiveness of the vaccine against the infection with FIV. 
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 1. INTRODUZIONE 
 
 
 
L’immunità protettiva è il risultato dell’azione congiunta della componente innata Ag-
indipendente e della componente acquisita Ag-dipendente del sistema immunitario. L’effetto 
è ottenuto attraverso l’azione di cellule, quali macrofagi, granulociti, cellule dendritiche (DC) 
e linfociti, e di effettori proteici, quali citochine, proteine del complemento e anticorpi 
(Palucka e Banchereau, 2002). Un ruolo cruciale è svolto dalle DC che, oltre a partecipare alla 
risposta innata, sono necessarie per la componente cellulare della risposta acquisita e quindi 
per l’instaurarsi di una memoria immunologica (Banchereau e Steinman, 1998; Banchereau et 
al., 2000). 
 
1.1 Le cellule dendritiche 
 
Le DC si originano da precursori ematopoietici CD34+ e Flt3+ (Fms-like tyrosine kinase 3) 
residenti nel midollo osseo (D’amico e Wu, 2003). Da questi precursori si differenziano due 
principali classi di DC: le DC plasmacitoidi e le DC convenzionali o mieloidi. Le DC mieloidi 
rappresentano a loro volta un gruppo composto di tre tipi cellulari: le cellule di Langerhans, le 
DC derivate dai monociti CD14+ del sangue e le DC dermiche o interstiziali. Questi tipi 
cellulari differiscono sia per il corredo antigenico, sia per la localizzazione cellulare (Figura 
1) (Rossi e Young, 2005).  
 Le DC appena differenziate, in uno stadio differenziativo ancora immaturo (iDC), 
migrano dal midollo osseo, attraverso il circolo sanguigno, verso i tessuti grazie all’attrazione 
su loro esercitata da molecole tessuto specifiche (Caux et al., 2002; Sozzani, 2005). La  
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Figura 1. Differenziazione dei precursori ematopoietici CD34+ nei vari tipi di DC in base alle 
citochine con cui vengono in contatto. FL, ligando di Flt-3; GM, GM-CSF; KL, ligando di c-
kit; TGF, TGF-β; TNF, TNF-α (Rossi e Young, 2005). 
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caratteristica principale delle iDC è quella di catturare e processare gli Ag con elevata 
efficienza. Una volta catturato un Ag, le DC iniziano a secernere citochine che attivano le 
cellule della risposta innata quali eosinofili, macrofagi, e cellule natural killer (Banchereau e 
Steinman, 1998). La maturazione è un ulteriore differenziamento delle DC che inizia dopo la 
cattura dell’Ag. Questo differenziamento permette loro di potenziare la presentazione dell’Ag 
processato alle cellule del sistema immunitario e di migrare dai tessuti, attraverso i vasi 
linfatici, verso i linfonodi e i tessuti linfoidi (Scandella et al., 2002) accumulandosi nelle aree 
ricche di linfociti T. Nei tessuti linfoidi le DC sono capaci di attivare la risposta immunitaria 
adattativa contro l’Ag processato attraverso la proliferazione e la differenziazione dei linfociti 
T in cellule helper e citotossiche, e attraverso l’attivazione dei linfociti T e B vergini. Le DC 
possono indurre inoltre tolleranza verso gli Ag self in parte attraverso la delezione di cellule T 
e in parte attraverso la stimolazione di cellule T regolatorie e soppressorie (Dubsky et al., 
2005) (Figura 2). 
 
1.2 Cattura, processamento e presentazione degli Ag 
 
 Le iDC sono cellule capaci di catturare gli Ag con notevole efficienza, di processarli e 
presentarli alle cellule del sistema immunitario, questa facoltà rende le DC le più importanti 
cellule presentanti l’Ag dell’organismo (Figura 3). 
Gli Ag possono essere endogeni o esogeni: i primi derivano dalla presenza nell’ambiente 
citosolico di molecole prodotte da virus o batteri intracellulari; i secondi invece si trovano 
nell’ambiente extracellulare per cui le iDC devono essere in grado di captarli. La cattura può 
avvenire attraverso varie vie tra cui: 1) macropinocitosi, 2) endocitosi mediata da recettori 
attraverso lectine di tipo C quali il recettore per il mannosio dei macrofagi (CD206) (Engering 
et al.,1997), DEC 205 (CD 205) (Jiang et al., 1995) e la DC-specific intercellular adhesion 
molecole-grabbing non integrin (DC-SIGN, CD 209) (Engering et al., 2002) 
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Figura 2. Ciclo vitale delle cellule dendritiche e interazione col sistema immunitario (Rossi e 
Young, 2005). 
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Figura 3. Cattura, processamento e presentazione degli Ag ai linficoti T CD4+ e CD8+. La 
freccia arancione rappresenta il pathway della cross-presentazione degli Ag esogeni (Heath e 
Carbone, 2001). 
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o attraverso il recettore di tipo I o II per la porzione Fcγ degli anticorpi (usato per la cattura di 
complessi immuni o particelle opsonizzate) (Fanger et al.,1996), 3) fagocitosi di grosse 
particelle quali cellule infettate da virus (Larsson et al., 2001), cellule necrotiche o 
apoptotiche (Albert et al., 1998), batteri (Inaba et al., 1993) e 4) attraverso altre proteine quali 
LOX-1 (Delneste et al., 2002) e i recettori TLR 2/4 (Asea et al., 2002).  
 Una volta internalizzati, gli Ag vengono processati dal “macchinario” di 
processamento degli Ag il quale riduce gli Ag in peptidi capaci di complessarsi con le 
molecole deputate alla loro presentazione alle cellule del sistema immunitario (Trombetta e 
Mellman, 2005). Il processamento degli Ag nelle DC, al contrario di quello che avviene nei 
macrofagi, è un processo che porta a una degradazione lenta che permette una lunga 
esposizione nel tempo dei peptidi complessati con le molecole MHC all’interno degli organi 
linfoidi e che si riflette anche in un maggior tempo di esposizione alle cellule del sistema 
immunitario (Delamarre et al., 2005). Gli Ag processati vengono presentati su molecole 
diverse a seconda della loro origine. I peptidi provenienti dagli Ag esogeni e quelli 
provenienti dagli Ag endogeni vengono presentati complessati sul complesso maggiore di 
istocompatibilità (MHC) di classe II e I, rispettivamente (Inaba et al., 1998, Trombetta e 
Mellman, 2005), mentre gli Ag lipidici vengono presentati attraverso le molecole presentanti 
l’Ag appartenenti alla famiglia CD1 (Hava et al., 2005). 
 
1.2.1 La cross presentazione 
 
 Facoltà peculiare delle DC è quella di poter presentare Ag esogeni ai linfociti T CD8+ 
complessati sul MHC di classe I inducendo l’attivazione della risposta citotossica (Heath e 
Carbone, 2001) (Figura 3). Normalmente per poter complessare un peptide sul MHC di classe 
I è necessario che la cellula abbia al suo interno l’Ag da cui deriva, quindi, nel caso di 
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un’infezione, la cellula deve essere stata infettata dall’agente patogeno. Per poter attivare una 
risposta immunitaria citotossica quindi le DC dovrebbero essere infettate dall’agente patogeno 
in modo che esse possano presentare gli Ag endogeni al sistema immunitario. Questo non può 
essere sempre possibile in quanto non tutti i patogeni infettano le DC, oltretutto l’infezione 
porta solitamente a squilibri funzionali della cellula (Fugier-Vivier et al., 1997; Salio et al., 
1999; Sevilla et al., 2000). Quindi, come suggerito da Bevan e collaboratori nel 1987, è 
necessaria una via alternativa per la presentazione degli Ag endogeni da parte delle DC. Le 
DC sono infatti capaci di catturare Ag esogeni presentandoli ai linfociti T CD8+ attraverso un 
pathway di processamento capace di complessare questi Ag sul MHC di classe I (Yewdell et 
al., 1999). Questa via ha preso il nome di cross-presentazione. Il termine cross-presentazione 
è stato utilizzato in due contesti: in un caso esso indica semplicemente il processo con cui un 
Ag esogeno viene presentato sul MHC di classe I, mentre nell’altro caso indica la cattura e la 
presentazione di Ag cellulari sia sul MHC di classe I che sul MHC di classe II. Alla fine il 
termine cross-presentazione è stato usato solo per il primo caso.  
 La cross-presentazione è importante sia durante infezioni virali (cross-priming) che 
per il mantenimento della tolleranza antigenica (cross-tolerance) (Heath e Carbone, 2001).  
In studi diversi è stato osservato che una risposta citotossica virus-specifica ha bisogno della 
presenza delle DC per essere evocata (Sigal et al., 1999; Sigal e Rock, 2000) suggerendo il 
ruolo di queste cellule nella cross-presentazione. Il cross-priming averebbe un ruolo 
importante nei casi in cui l’infezione virale è localizzata in compartimenti non linfoidi (un 
esempio è l’infezione da papilloma virus, limitata alle cellule epiteliali dell’epidermide, 
Tindle e Frazer, 1994) e nei casi in cui l’infezione virale porta alla specifica inibizione dei 
meccanismi che portano al processamento e alla presentazione degli Ag endogeni virali sul 
MHC di classe I (Tortorella et al., 2000). Inoltre, studi recenti hanno dimostrato che molte 
specie virali, infettando le DC, sono capaci di inibirne molte funzioni (Heath e Carbone, 
 11
2001), compresa la capacità di esporre gli Ag endogeni. In questi casi risulta chiaro come 
l’unico modo che hanno le DC di evocare una risposta immunitaria citotossica sia quello di 
cross-presentare gli Ag virali catturandoli dall’ambiente extracellulare (Figura 4). Infatti la 
cross-presentazione non richiede che le DC siano infette per attivare i linfociti T CD8+ vergini 
ed evocare una risposta immunitaria citotossica. 
 
1.3 Maturazione 
 
 La maturazione delle DC è indotta dal contatto con un Ag e con segnali di 
maturazione (Dubsky et al., 2005) che portano a una serie di eventi coordinati che rendendono 
le DC capaci di attivare la risposta immunitaria adattativa e attivare le cellule T regolatorie e 
soppressorie. Il primo di questi eventi è il cambiamento del corredo recettoriale responsabile 
della locazione tissutale delle DC. In fase di maturazione queste cellule esprimono il recettore 
CCR7 responsabile della loro migrazione dai tessuti agli organi linfoidi dove le DC entrano in 
contatto con i linfociti T e B (Dubsky et al., 2005). Seguono poi una serie di cambiamenti 
nella funzionalità e nel fenotipo delle DC. Le cellule mature riducono la capacità di esprimere 
i recettori per la fagocitosi e l’endocitosi; aumentano l’espressione di molecole costimolatorie, 
quali CD40, CD80 (B7.1), CD 86 (B7.2) e molti membri della famiglia dei recettori per il 
TNF; subiscono cambiamenti nella loro morfologia che portano alla perdita di strutture di 
adesione, disorganizzazione del citoscheletro e ad un aumento della motilità (Winzler et al., 
1997); subiscono cambiamenti nel corredo proteico dei lisosomi (de Saint-Vis et al., 1998); 
aumentano l’espressione del MHC di classe II e secernono citochine capaci di stimolare e 
indirizzare le cellule T verso la risposta immunitaria T helper di tipo I o di tipo II (Boonstra et 
al., 2003).  
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Figura 4. Effetto dell’infezione virale sul pathway di presentazione di Ag endogeni sull’MHC 
di classe I e cross presentazione degli Ag virali esogeni (cross-priming) (Heath e Carbone, 
2001). 
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 1.4 Azione delle DC sul sistema immunitario 
 
 Le DC, in risposta ad un Ag, interagiscono sul sistema immunitario attraverso la 
secrezione di citochine, il contatto cellula-cellula fra le DC e i linfociti T e B, e la secrezione 
di fattori solubili quali l’IL-12. 
 La secrezione di citochine attrae nel sito d’infezione gli effettori dell’immunità innata, 
quali neutrofili e cellule citotossiche. Questo serve per limitare l’infezione sul nascere. Le 
citochine prodotte successivamente attraggono verso i tessuti le cellule dell’immunità 
acquisita quali linfociti T e cellule della memoria. La secrezione di citochine continua anche 
nei tessuti linfoidi dove le DC, ormai mature, secernono citochine che attraggono verso di 
loro i linfociti T e B immaturi (Dubsky et al., 2005) (Figura 5). 
 Fondamentale per la risposta immunitaria è l’attivazione dei linfociti T grazie al 
riconoscimento dei vari peptidi, derivati dal processamento dell’Ag e presentati sulla 
superficie delle DC, attraverso il recettore per il riconoscimento dell’Ag (Figura 6). I linfociti 
T CD8+ riconoscono i peptidi complessati al MHC di classe I, questo riconoscimento porta 
all’attivazione della risposta immunitaria citotossica Ag-specifica. I linfociti T CD4+ 
riconoscono i peptidi complessati all’MHC di classe II e si differenziano in cellule T helper di 
tipo 1 (Th-1) o di tipo 2 (Th-2). Questa differenziazione è legata al tipo di fattore solubile 
prodotto dalle DC con cui il linfocita viene a contatto. Se le DC secernono IL-12 i linfociti si 
sviluppano in linfociti Th-1 caratterizzati dalla produzione di IFN-γ che attiva i macrofagi e, 
insieme all’IL-12, stimola la differenziazione dei linfociti T in cellule killer. Se le DC 
secernono IL-4 i linfociti T differenziano in linfociti Th-2, i quali possono attivare i leucociti 
eosinofili e aiutano i linfociti B a produrre immunoglobuline di classe G (Banchereau e  
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Figura 5. Le DC orchestrano la migrazione e l’attivazione delle cellule del sistema 
immunitario (Dubsky et al., 2005). 
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Figura 6. Interazione di linfociti T (cellule verdi) con una DC (cellula gialla) in vitro. Cellule 
dendritiche e linfociti T interagiscono fra loro attraverso il riconoscimento delle molecole 
presentanti l’Ag e il recettore TCR sia attraverso l’interazione di molecole costimolatorie 
quali CD 80/86 (B7.1 / B7.2) e CD28 (http://www.malp-research.de/properties.html). 
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 Steinman, 1998). Le cellule DC possono anche attivare i linfociti T regolatori e soppressori 
responsabili sia del controllo che dell’arresto della risposta immunitaria (Dubsky et al., 2005). 
 I linfociti B vergini presenti nei tessuti linfoidi rispondono a una doppia stimolazione 
causata sia dalle DC attraverso fattori solubili che dai linfociti T attraverso il legame con il 
CD40-ligando (Dubois et al., 1997). Questa stimolazione permette lo switch di classe delle 
immunoglobuline da IgM a IgG, e IgA e il differenziamento dei linfociti in cellule della 
memoria. 
 
1.5 Uso terapeutico delle DC nell’uomo 
 
 Negli ultimi anni, si è cercato di sfruttare le DC per sviluppare immunoterapie contro 
tumori umani. Le DC mature dei vari pazienti sono state caricate in vitro con Ag tumorali 
specifici e reinoculate nell’ospite in modo da attivare la componente cellulare della risposta 
immunitaria (Figdor et al., 2004; Nencioni e Brossart, 2004). In particolare, grande 
importanza è data all’induzione di linfociti T CD8+ citotossici Ag-specifici capaci di attaccare 
e sopprimere le cellule maligne. Un grande contributo a queste ricerche è arrivato da studi 
effettuati nei primi anni ’90 del secolo scorso grazie ai quali è stato possibile coltivare grandi 
quantità di DC (Inaba et al., 1992; Romani et al., 1994; Sallusto e Lanzavecchia, 1994; Lutz et 
al., 1999). 
 Uno dei passaggi chiave nello sviluppo di questo tipo di terapie è il caricamento delle 
DC con Ag. Molte tecniche sono state sviluppate in vitro usando peptidi originati dal 
processamento di proteine ricombinanti (Timmerman et al., 2002) e Ag tumorali (Brossart et 
al., 2000). Quest’ultimo approccio usa lisati di tumore, cellule tumorali morte (corpi 
apoptotici, cellule necrotiche), DC fuse con cellule tumorali o RNA totale tumorale (Nencioni 
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e Brossart, 2004). Sono stati tentati anche studi per il caricamento delle DC in vivo (Schuler et 
al., 2003). 
 Importante per il buon esito della risposta immunitaria è la scelta del sito di 
somministrazione delle DC: è stata provata la via intradermica, endovenosa, intranodale, o 
direttamente intratumorale (Triozzi et al., 2000). La scelta si basa sulla possibilità delle DC 
mature di migrare verso i linfonodi, facoltà che può essere accentuata trattando il sito di 
inoculo con fattori infiammatori che stimolano la produzione del ligando per CCR7 da parte 
dei tessuti (Martin-Fontecha et al., 2003). 
 L’ultimo passaggio chiave è la scelta della quantità di DC e del numero di dosi da 
somministare. In alcuni studi, le dosi sono state somministrate a scadenza settimanale, 
quindicinale o mensile con differenti numeri di DC (Nencioni e Brossart, 2004). 
 Il primo tentativo di immunoterapia con DC nell’uomo è stato effettuato da Hsu nel 
1996 con pazienti affetti da linfoma follicolare a cellule T (Hsu et al., 1996). Da allora molti 
studi sono stati compiuti su pazienti affetti da vari tipi di tumori quali melanomi (Butterfield 
et al., 2003), tumori della prostata (Fong et al., 2001) e linfomi (Maier et al., 2003). Gli effetti 
di queste terapie sono vari: nei casi più fortunati il tumore è regredito o la crescita si è 
bloccata, in altri casi il tumore è addirittura scomparso (Nencioni e Brossart, 2004). 
 In seguito questo approccio è stato utilizzato per sperimentare immunoterapie contro il 
virus dell’immunodeficienza umana (HIV) nell’uomo (Kran et al., 2006). 
 
1.6 Modelli animali negli studi su HIV 
 
 L’uso di modelli animali in HIV è utile per superare evidenti problemi pratici ed etici 
che si incontrano nello studio e nella validazione di vaccini contro questo virus. Nel corso 
degli anni sono stati studiati tre modelli animali di HIV: il virus dell’immunodeficienza delle 
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scimmie (SIV), il virus dell’immunodeficienza felina (FIV) e il sistema HIV/topi chimerici 
con immunodeficienza severa combinata (SCID). 
 Il modello SIV è studiato dal 1984 quando Alter e collaboratori infettarono uno 
scimpanze con HIV utilizzando il plasma di un uomo infetto (Alter et al., 1984). Nonostante 
l’infezione, raramente gli scimpanze sviluppano l’AIDS e ciò sembra dovuto al fatto che 
questi animali sono gli ospiti naturali del virus da cui si è differenziato l’HIV (Santiago et al., 
2003). L’uso di scimpanzé come modello è limitato dall’alto costo di mantenimento e dalla 
difficile reperibilità di nuovi animali, visto che sono una specie in via di estinzione. Altri 
modelli animali utilizzati con SIV sono rappresentati da varie specie di macachi (Hu, 2005) in 
cui l’infezione mostra varie somiglianze con l’infezione da HIV, oltre a uno spettro di risposte 
patologiche simili all’HIV nell’uomo (Hu, 2005). Negli ultimi anni si è affermato anche l’uso 
di un virus geneticamente modificato derivato dalla ricombinazione fra il genoma di SIV e 
HIV. Il virus SHIV è un virus chimerico ottenuto dall’inserimento dei geni tat, rev, vpu ed 
env di HIV all’interno del genoma del clone molecolare patogeno SIVmac239 (Reimann et 
al., 1996). Questo modello permette di studiare la risposta immunitaria verso un virus 
patogeno per le scimmie che presenta però importanti molecole appartenenti a HIV. 
 Il modello HIV/topi SCID è basato sull’utilizzo di topi con una omozigosi recessiva 
del gene per l’immunodeficenza severa combinata (SCID). I topi con questa malattia 
possiedono mutazioni nei geni rag 1 e rag 2, implicati nella ricombinazione del recettore dei 
linfociti T e delle IgG, non permettendo la maturazione di queste cellule e portando quindi 
alla mancanza della componente linfocitaria del sistema immunitario. Il loro sistema 
immunitario viene quindi ricostituito con cellule umane di timo e di fegato umane portando 
alla produzione di cellule del sistema immunitario umane che sostituiscono quelle mancanti. 
Una volta infettati questi topi con HIV è possibile studiare gli effetti di questo virus sul 
sistema immunitario (Goldstein et al., 1996). 
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 Nonostante le differenze fra HIV e FIV, quest’ultimo virus, innocuo per l’uomo, 
rappresenta un buon modello animale per lo studio e la sperimentazione di vaccini. FIV infatti 
presenta analogie con HIV per quanto riguarda la dinamica dell’infezione e la risposta 
immune dell’ospite. Inoltre FIV e HIV infettano le stesse cellule del sistema immnunitario (i 
linfociti CD4+ attivati dell’ospite) causando una progressiva immunodeficienza (Bendinelli et 
al., 1995; Dunham, 2006). Altri vantaggi dell’uso di FIV come modello risiedono nella 
facilità di mantenimento e reperibilità degli animali specific pathogen free (SPF) per la 
sperimentazione, e di animali naturalmente infetti (Bendinelli et al., 1995). Inoltre, lo studio 
di un vaccino contro questo virus non è solo utile per la ricerca contro HIV, ma anche per 
ottenere un prodotto da utilizzare in veterinaria verso un importante patogeno felino. 
 
1.7 Caratteristiche genotipiche e morfologiche di FIV 
 
 Scoperto da Pedersen e collaboratori nel 1987 (Pedersen et al 1987), FIV è un virus 
appartenente alla famiglia delle retroviridae, genere lentivirus, di forma varabile da sferica a 
ellissoidale con un diametro variabile dai 100 ai 125 nm e circondato da un involucro 
glicoproteico. All’interno dell’involucro è possibile notare un core allungato composto da un 
guscio conico che circonda un nucleoide elettrondenso e uno strato proteico adiacente 
all’involucro formato dalle proteine della matrice. Fra il core e le proteine della matrice è 
possibile distinguere al microscopio elettronico un alone elettronlucente (Bendinelli et al., 
1995) (Figura 7). 
 Il genoma è composto di due filamenti di RNA positivo poliadenilato a singolo 
filamento contenente geni regolatori aggiuntivi oltre a tre grandi open reading frame 
rappresentati dai geni gag, env e pol, che codificano le proteine strutturali e funzionali del 
virus (Figura 8) (Inoshima et al, 1998). Il gene env codifica le glicoproteine transmembranali 
e di superficie presenti nell’involucro virale importanti nella determinazione del tropismo  
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Figura 7. Particelle virali di FIV (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/index.htm)  
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Figura 8. Rappresentazione schematica del genoma e della struttura di FIV. MA: matrice, CA: 
capside, NC: nucleocapside, PR: proteasi, RT: transcriptasi inversa, DU: dUTPasi, IN: 
integrasi, SU glicoproteina di superficie, TM glicoproteina transmembranali (Inoshima et al, 
1998). 
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 virale, nella fusione del virione con le cellule e nella formazione dei sincizi causati dall’effetto 
citopatico del virus. Inoltre rappresentano il target primario degli anticorpi neutralizzanti 
(Bendinelli et al., 1995). Il gene gag codifica le proteine strutturali virali, quali le proteine 
della matrice, del capside e del nucleocapside (Elder et al., 1993, Inoshima, 1998); il gene pol 
codifica gli enzimi funzionali del virus: la proteasi, l’integrasi, la transcriptasi inversa e la 
deossiuridina pirofosfatasi (Inoshima, 1998). Quest’ ultimo enzima permette al virus di 
infettare produttivamente cellule, per esempio macrofagi, dove riduce la quantità cellulare di 
dUTP e previene la mutazione del genoma a causa della sua incorporazione nel cDNA virale 
da parte della transcriptasi inversa (Lerner et al., 1995). Il gene rev, espresso anche in HIV, 
codifica una proteina indispensabile per la replicazione virale necessaria per la stabilizzazione 
e l’esportazione, attraverso l’interazione con l’elemento responsivo di REV, di RNA 
unspliced o che hanno subìto singoli eventi di splicing dal nucleo al citoplasma. La proteina 
Vif, presente sia in HIV che in FIV, permette la disseminazione virale e l’infezione di cellule 
non permissive ostacolando così la risposta immune dell’ospite. (Dunham 2006). A differenza 
del genoma di HIV, FIV manca dei geni nef, vpr e vpu, ma possiede il gene orf-A ( orf-2) che 
codifica per una proteina di 77 aminoacidi, localizzata nel nucleo cellulare, fondamentale per 
la replicazione e l’infettività del virus in vitro e in vivo  con proprietà simili a VPR di HIV-1 
(Gemeniano et al., 2003; Gemeniano et al., 2004). Alle estremità del genoma, così come in 
tutti i retrovirus, sono presenti due elementi long terminal repeat (LTR) i quali contengono 
sequenze regolatorie multiple con una lunghezza variabile dalle 355 alle 361 coppie di basi. 
Queste sequenze sono importanti nell’inizio della replicazione del genoma e negli stadi 
successivi del ciclo di replicazione virale (Bendinelli et al., 1995) 
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1.8 Classificazione, infezione e patogenesi 
 
FIV è un virus diffuso in tutto il mondo con percentuali che variano dal 1% (Europa centrale e 
USA) al 30% (Giappone) (Bendinelli et al., 1995). Questo virus, così come tutti i retrovirus, è 
soggetto a grande varietà antigenica a causa delle mutazioni introdotte dall’attività 
dell’enzima transcriptasi inversa (Bendinelli et al., 1995). Basandosi sulla varietà nella 
sequenza genetica di env è stato infatti possibile suddividere FIV in cinque sottotipi virali 
definiti con le lettere da A a E. Questi sottotipi hanno una diffusione mondiale variabile 
(Dunham, 2006). 
 FIV si diffonde da un gatto all’altro principalmente attraverso il morso con cui 
vengono inoculati virus liberi, cellule infette e detriti cellulari presenti nella saliva (Matteucci 
et al., 1993; Bendinelli et al., 1995). Per questo motivo i maschi sono più a rischio di 
infezione a causa del loro comportamento aggressivo (Natoli et al., 2005). Il virus può essere 
trasmesso anche per via verticale, da una gatta gestante infetta ai cuccioli (O’Neil et al., 
1996). 
 Esperimenti in vitro hanno dimostrato che FIV è capace di infettare sia i linfociti CD4+ 
sia i linfociti CD8+ (Brown et al., 1991) oltre che, in misura minore, monociti e cellule B 
(English et al., 1993). L’effetto citopatico sulle cellule linfoidi compare dopo 7-14 giorni 
dall’infezione e includono rigonfiamento cellulare, formazione di sincizi (Figura 9) e lisi 
cellulare. La formazione di sincizi è un evento non comune durante l’infezione ed è più 
pronunciato in alcuni tipi cellulari rispetto ad altri (Bendinelli et al., 1995). In ogni caso la 
formazione di sincizi è accompagnata d un aumento nella produzione virale (Willet et al., 
1991). Una volta penetrato nell’ospite il virus da inizio ad una serie di eventi che portano 
l’animale a sviluppare una sindrome da immunodeficienza molto simile a quella causata 
dall’HIV (Pedersen et al, 1987). 
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Figura 9. Effetto citopatico dell’infezione da FIV. A) Sincizi formati su cellule fibroblastoidi 
renali feline Crandell infettate da FIV (Bendinelli et al. 1995). B) Sincizi formati da DC 
infettate da FIV (Freer et al, submitted). 
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1.9 Tentativi di vaccinazione contro FIV 
 
 Vari vaccini, prodotti con virus inattivato, cellule infettate e inattivate, vaccini a DNA, 
peptidi e subunità virali e vettori batterici ricombinanti (Stevens et al., 2004), sono stati testati 
contro FIV. 
 I primi vaccini analizzati erano composti da virus inattivati o da cellule infettate e 
inattivate. Il primo vaccino composto da virus intero inattivato è stato progettato da 
Yamamoto e colleghi nel 1991. Questo vaccino è stato capace di dare protezione sia contro un 
challenge omologo (Yamamoto et al., 1991), sia contro un ceppo virale differente, ma 
appartenente allo stesso sottotipo (Yamamoto et al., 1993). Studi seguenti hanno dimostrato 
che questi vaccini possono proteggere contro un virus omologo (Matteucci et el., 1996) o 
contro ceppi strettamente correlati geneticamente (Matteucci et al., 2000; Uhl et al., 2002), ma 
non proteggono contro virus eterologhi (Hosie et al., 1995; Matteucci et al., 1999).  
 I vaccini a peptidi e a subunità hanno dato scarsi risultati (Uhl et al., 2002), mentre i 
vaccini a DNA hanno dimostrato di essere una valida alternativa ai vaccini appena 
menzionati. Il primo successo riportato ha sfruttato un clone molecolare di FIVPET, 
replicazione-difettivo a causa di una delezione nel gene della transcriptasi inversa, capace di 
fornire protezione contro un virus challenge omologo (Hosie et al., 1998). Altre ricerche 
hanno tentato di vaccinare gli animali contro virus più virulenti quali FIVGL8, ma purtroppo i 
livelli di protezione sono risultati bassi (Dunham et al., 2002). Gli studi effettuati hanno 
dimostrato che questi vaccini sono capaci di evocare ottime risposte immunitarie cellulari, ma 
non sono capaci di produrre buone risposte anticorpali (Dunham, 2006). Inoltre un problema 
che potrebbe derivare dall’uso di questo tipo di vaccini è dato dalla possibilità di reversione al 
fenotipo wild type del virus ricombinante (Lockridge et al., 2000).  
 
 26
1.10 I problemi da affrontare per sviluppare un vaccino efficace 
 
 Per sviluppare un vaccino contro FIV si deve tener conto che sia la componente 
umorale che quella citotossica del sistema immunitario possono essere utili per contrastare 
l’infezione (Hosie e Flynn, 1996). La componente umorale è importante nel ridurre la quantità 
iniziale di virus inoculato riducendo la carica virale nel plasma, mentre la componente 
citotossica agisce nelle fasi successive (Uhl et al., 2002). Comunque è possibile che diversi 
vaccini riescano a proteggere anche stimolando un sola di queste componenti (Hosie et al., 
1998). 
 Un importante punto da esaminare è se il vaccino da studiare sarà testato con uno o più 
sottotipi virali. I vari sottotipi hanno infatti effetti patogenetici diversi, connessi con la loro 
virulenza (Hosie et al. 2000), che rendono difficile una comparazione degli effetti della 
vaccinazione. Oltretutto, il paragone viene ulteriormente complicato dai differenti metodi 
utilizzati nei diversi studi per effettuare il challenge, cioè l’infezione virale sperimentale, e per 
la quantificazione del virus durante la vaccinazione nei gatti infettati (Dunham, 2006). Inoltre, 
deve essere considerato l’utilizzo di un challenge omologo, cioè appartenente allo stesso 
sottotipo del virus utilizzato nella preparazione del vaccino, o eterologo, cioè appartenente a 
un sottotipo differente, per testare la vaccinazione. 
 Altro punto da esaminare è la via di somministrazione del challenge . Un metodo per 
riprodurre la via di infezione naturale è quello di mettere a contatto i gatti vaccinati con gatti 
infetti (contact challenge). Questa metodica necessita però di lunghi tempi di contatto (mesi o 
anni) che la rendono poco pratica in laboratorio, anche se da buoni risultati in termini di 
protezione (Matteucci et al., 2000, Kusuhara et al., 2005; Uhl et al., 2002). Una via di 
somministrazione alternativa è rappresentata da iniezioni parenterali del virus challenge. 
Questa via permette di utilizzare pochi gatti negli studi, ma l’uso di dosi virali più alte 
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possono portare a sottostimare l’efficacia del vaccino. Infatti, al contrario di quello che 
succede con il contact challenge (Kusuhara et al., 2005), tutti i gatti non vaccinati trattati per 
via parenterale si infettano (Dunham, 2006). Infine può essere effettuata una via di infezione 
mucosale che rappresenta un modello per l’infezione sessuale da HIV (Matteucci et al., 1999, 
Burkhard et al., 2002). Quest’ultima metodica richiede però dosi di vaccino più grandi per 
ottenere infezioni persistenti rispetto a quelle necessarie con la via parenterale. 
 
1.11 Il fenomeno dell’aumento della suscettibilità all’infezione 
 
 In alcuni studi di vaccinazione è stato rilevato che il vaccino ha causato ad un aumento 
della suscettibilità all’infezione nei gatti vaccinati. Questo effetto non è raro (Siebelink et al., 
1995; Richardson et al., 1997; Richardson et al., 2002) e si verifica con un elevato aumento 
della carica virale a seguito dell’infezione o con un aumento nella proporzione dei gatti infetti. 
(Dunham, 2006). Esistono varie possibili spiegazioni di questo fenomeno. Una possibile 
spiegazione è che gli Ab potrebbero aumentare l’infezione delle cellule bersaglio, per esempio 
attraverso la fagocitosi dei virus opsonizzati o complessati con le proteine del complemento 
(Siebelink et al, 1995). In alternativa, la vaccinazione può portare all’aumento delle cellule 
bersaglio (Richardson et al., 2002) o all’aumento non specifico delle cellule che esprimono i 
recettori CD134 e CXCR4 (Shimojima et al., 2004). 
 Questo fenomeno va preso in considerazione nello sviluppo di un vaccino da usare in 
veterinaria. Vari vaccini, utilizzati per sviluppare vaccini commerciali, testati in trial 
sperimentali, hanno causato un aumento della suscettibilità all’infezione dopo il challenge 
(Hosie et al., 1992, Giannecchini et al., 2002) e eventi di aumento della suscettibilità sono 
stati anche riscontrati in gatti vaccinati con Fel-o-Vax (Dunham et al., 2004). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
 
 
 Le DC sono le più importanti cellule presentanti l’antigene del sistema immunitario. 
La loro capacità di stimolare la risposta immunitaria sia innata cha acquisita le ha rese una 
popolazione cellulare ideale per l’elaborazione di vaccini e terapie contro malattie umane 
quali tumori (Nestle et al., 1998; Nencioni e Brossart, 2004) e AIDS (Kran et al., 2006). 
 L’applicazione di queste cellule negli studi sull’HIV è però limitata da problemi etici e 
pratici; quindi la ricerca si è dovuta avvalere di modelli animali su cui progettare e testare 
vaccini le cui basi potessero essere usate per sviluppare un rimedio contro HIV. Uno dei 
modelli studiati è rappresentato dal FIV, un retrovirus felino che possiede molte somiglianze 
morfologiche e funzionali con HIV. Le DC, con la loro capacità unica di presentare antigeni 
esogeni (ad es. virus inattivati) ai linfociti T sia helper che citotossici possono essere 
promettenti “adiuvanti cellulari” da valutare nella messa a punto di un vaccino contro FIV nel 
gatto domestico. 
 Lo scopo di questa ricerca è quello di mettere a punto un protocollo di vaccinazione 
che si avvale di DC caricate con FIV M2 inattivato con AT2. Le DC sono state ottenute dalla 
differenziazione di monociti, ricavati dalla separazione del sangue dei gatti, coltivate in 
presenza di una miscela di IL-4 e GM-CSF (Freer et al., 2005).  
 Abbiamo valutato se le DC maturano in presenza del virus, dato che la maturazione è 
un evento fondamentale perché le DC possano svolgere il loro ruolo nell’immunogenesi 
(Rossi e Young, 2005; Dubsky et al., 2005). Per scegliere la dose virale sufficiente per la 
maturazione, le iDC, ottenute dopo 5 giorni di incubazione dei monociti con la miscela di 
citochine, sono state trattate con dosi scalari di virus FIV M2 inattivato con AT-2. Dopo 48 
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ore di incubazione le cellule sono state raccolte ed analizzate al citofluorimetro e con un 
saggio di funzionalità. Da queste analisi è risultato che la dose ideale di virus è di 20 μg/ml. 
 Alla luce di questi risultati, le iDC da usare come vaccino, sono state trattate con 20 
μg/ml di FIV M2 purificato e inattivato con AT-2. Questo contatto permette il caricamento 
delle DC con Ag virali e la stimolazione della loro maturazione. Dopo 48 ore di incubazione, 
le DC mature sono state raccolte, contate e utilizzate come dose vaccinale. Oltre a questo 
vaccino è stato prodotto un “mock-vaccino” costituito da DC trattate con 10 ng/ml diLPS. 
Otto gatti sani hanno ricevuto 3 dosi vaccinali a distanza di un mese l’una dall’altra e una 
dose booster dopo 3 mesi dall’ultima dose. Tre gatti sani hanno ricevuto, agli stessi tempi, il 
“mock-vaccino”. Ogni gatto è stato immunizzato con cellule autologhe. 
 Per testare l’efficacia del vaccino è stata valutata la risposta immunitaria anti-FIV a 
vari tempi dall’immunizzazione. In particolare è stata caratterizzata sia la risposta cellulo-
mediata (attraverso test immunoproliferativi) che quella umorale (attraverso la determinazione 
del titolo anticorpale anti-FIV nel plasma). Ciò ci ha permesso di valutare l’effetto del vaccino 
sul sistema immunitario, in vista di un futuro challenge con virus omologo. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
 
 
3.1 Animali 
 
 Gli animali utilizzati in questi esperimenti sono gatti di sesso femminile SPF di 12-24 
mesi di età, forniti dalla ditta IFFA Credo (l’Arbresle, Francia), ospitati in uno stabulario 
climatizzato rispondente alle condizioni di legge della comunità europea. 
 
3.2 Cellule 
 
3.2.1 Cellule dendritiche ottenute da sangue periferico 
 
 Le DC utilizzate in questi studi sono state ottenute a partire dalle cellule mononucleate 
del sangue periferico (PBMC) dei gatti coltivate in presenza di una miscela di citochine 
capace di indirizzarne il differenziamento in iDC (Freer et al. 2005)  
 Dal gatto in anestesia totale, il veterinario preleva 35ml di sangue con siringa 
contenente eparina come anticoagulante. Il sangue raccolto è stato quindi separato tramite 
centrifugazione a 1640 rpm per 30 minuti a temperatura ambiente (T.A.) su gradiente di 
densità (histopaque 1077, Sigma Aldrich) in rapporto 1:1. La centrifugazione in gradiente di 
densità permette la separazione dei vari componenti del sangue: 
? gli eritrociti sedimentano sul fondo della provetta 
? Il plasma, che viene raccolto, centrifugato una seconda volta e conservato a -80°C 
all’interno di criovials, si stratifica sopra l’histopaque. 
? l’anello di PBMC si trova all’interfaccia tra l’histopaque e il plasma. 
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 I PBMC sono stati prelevati, lavati con soluzione fisiologica apirogena a 1800 rpm per 
20 minuti e quindi risospesi in terreno di coltura RPMI 1640 (SIGMA) addizionato con l’1% 
di amminoacidi non essenziali, 2 mM di L-glutammina, penicillina (100 UI/ml) e 
streptomicina (100 μg/ml), da ora in poi nominato terreno di coltura completo. I PBMC così 
ottenuti sono stati infine contati in Turk, una soluzione alcolica ipotonica capace di lisare i 
globuli rossi. 
 Le cellule sono state coltivate ad una concentrazione di 9 x 106/pozzetto, in piastre 
Falcon da 6 pozzetti, in terreno di coltura completo al 3% di plasma autologo di gatto e 
mantenute in incubatore umidificato a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. Dopo 24 ore i pozzetti 
sono stati lavati ripetutamente con terreno di coltura per allontanare le cellule non aderenti, 
dopo di che ai monociti così ottenuti si aggiunge 1 ml di terreno di coltura al 3% di plasma 
autologo addizionato con una dose di citochine costituita da 10 ng/ml di IL-4 felina (FeIL-4, 
RD system,) e di 50 ng/ml di fattore stimolante la crescita di colonie di granulociti e 
macrofagi ricombinante felino (rFe-GMCSF, RD System,). Le colture sono state incubate per 
altre 48 ore quindi sono stati aggiunti ai pozzetti 100 μl di terreno di coltura completo 
contenenti la seconda dose di citochine. Dopo altre 48 ore di incubazione, le iDC ormai 
differenziatesi, sono state trattate in base all’esperimento per il quale sono state prodotte e 
ricevevano una terza dose di citochine. 
 
3.2.2 Linea cellulare MBM 
 
 La linea cellulare T linfoide MBM è stata ottenuta nel nostro laboratorio a partire da 
linfociti di sangue periferico di un gatto sano ed è risultata essere Pan T+, CD3+, CD4,- CD8- e 
IL-2 dipendente (Matteucci et al. 1995). 
 32
 Le cellule sono state coltivate ad una concentrazione di 105/ml in terreno di coltura 
completo a cui è stato aggiunto il 10% di siero fetale bovino (FCS), inattivato a 56°C per 30 
minuti, o il 3% di plasma ottenuto da un pool di gatti normali a seconda degli usi a cui le 
cellule sono destinate. Come le DC, le colture di MBM vengono mantenute in incubatore 
umidificato a 37°C in un’atmosfera al 5% di CO2. 
 Due volte la settimana le cellule sono state contate e coltivate in terreno di coltura 
completo addizionato con 20 U/ml di IL-2 ricombinante umana (hIL-2, Roche) e una volta la 
settimana venivano aggiunti 5 μg/ml di Concanavalina A (Con-A, Roche). La Con-A è una 
proteina vegetale altamente glicosilata capace di legarsi a recettori presenti sulla superficie dei 
linfociti. Questo legame attiva una cascata di trasduzione del segnale che porta all’aumento 
della sintesi del recettore per l’IL-2 stimolando la proliferazione cellulare e permettendo 
l’utilizzo, da parte delle cellule, dell’IL-2 presente nel mezzo di coltura. 
 Queste cellule sono state utilizzate per la produzione di FIV e per il suo isolamento. 
 
3.3 Virus 
 
 Per la produzione del vaccino è stato usato FIV M2 inattivato con AT2 e purificato in 
gradiente di saccarosio (Giannecchini et al., 2002). 
 Nel test ELISA usato per la misurazione del titolo anticorpale e per il test della 
risposta cellulo mediata (RCM) è stato usato un lotto di virus FIV M2 purificato e sonicato. 
 
3.3.1 Produzione e inattivazione del virus utilizzato per la vaccinazione 
 
 Il virus è stato prodotto infettando 50 x 106 MBM con FIV M2 a bassa molteplicità. Le 
cellule sono state lasciate a contatto con il virus in piccolo volume di terreno completo per 2 
ore a 37°C quindi risospese ad una concentrazione di 106/ml in terreno completo. Per 
verificare la produzione di virus, due volte la settimana veniva misurata la p25 nel 
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supernatante di coltura e se il valore della densità ottica era superiore a 1,5, il supernatante di 
coltura veniva conservato a -80° C in provette Falcon da 50 ml, e alle cellule veniva aggiunto 
terreno completo fresco. 
 Una volta ottenuto circa 1 litro di virus, questo veniva riunito in un pool e inattivato 
prima di procedere alla sua concentrazione. Per l’inattivazione è stata usata una soluzione di 
aldritiolo (AT-2, SIGMA) disciolto in dimetilsulfossido (DMSO, SIGMA). L’AT-2 è un 
composto altamente ossidante che agisce sulle molecole proteiche del nucleocapside virale 
inattivandole. L’inattivazione è causata dall’ossidazione di gruppi sulfidrilici all’interno di 
motivi zinc finger presenti su queste proteine. L’alterazione di questo motivo porta alla 
perdita dell’infettività della particella virale (Rossio et al, 1998). Il virus è stato inattivato con 
AT-2 300 μM per 2 ore a 4°C (Giannecchini et al., 2002). Una aliquota del pool di virus 
fresco è stata utilizzata per misurare, con metodo ELISA, la p25 del pool. 
 
3.3.2 Concentrazione e purificazione in gradiente di saccarosio del virus 
 
 Il virus inattivato è stato concentrato con ultracentrifuga Beckman a 38000 rpm per 2 
ore a 4°C. Il pellet virale è stato risospeso in 30  μl di terreno ogni 10 ml di sovranatante 
centrifugato, riunito in un pool e conservato a -80°C fino al momento della purificazione. 
 La purificazione è stata fatta con un gradiente discontinuo formato da una soluzione di 
saccarosio all’80% e una soluzione di saccarosio al 20% in acqua apirogena. Sul fondo di 2 
provette da ultracentrifuga sono stati stratificati 2,5 ml di saccarosio all’80% e 5,5 ml di 
saccarosio al 20%. Metà volume del pool di virus inattivato e concentrato ottenuto, è stato 
aggiunto, per provetta, sopra al cuscinetto di saccarosio. Le provette sono state centrifugate a 
30000 rpm per 3 ore a 4°C. 
 Il virus purificato sedimenta all’interfaccia delle due soluzioni di saccarosio formando 
un anello che viene aspirato con una siringa e raccolto in una nuova provetta da 
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ultracentrifuga. Per allontanare il saccarosio, il virus è stato lavato con 12 ml di tampone 
fosfato (PBS) 1X (NaCL 8 g/l, KCl 0,2 g/l, KH2PO4 0,2 g/l, Na2HPO4 . (H2O)12 2,89 g/l) PH 
7,4 e centrifugato a 38000 rpm per 2 ore a 4°C. Alla fine dell’ultracentrifugazione il pellet è 
stato risospeso in 1,1 ml di terreno di coltura completo. Cinquanta μl di questa sospensione 
sono stati diluiti 1:10 in terreno di coltura completo, sonicati e utilizzati per la misurazione 
delle proteine virali secondo il metodo Bradford. Il resto è stato congelato a -80° C all’interno 
di criovials. 
 
3.3.3 Misurazione delle proteine secondo il metodo Bradford 
 
 Per la misurazione, effettuata con metodo spettrofotometrico, è necessario disegnare 
una retta di taratura. Questa è stata costruita mediante la misurazione dell’assorbanza di 
soluzioni di BSA, a partire da una soluzione con concentrazione 0,1mg/ml, diluite 
scalarmente in triplicato con acqua distillata e PBS 1X e colorate con colorante Bradford, per 
un volume totale di 1 ml. I vari campioni sono stati letti con spettrofotometro Beckman (DU 
640 spectrophotometer) ad una lunghezza d’onda λ= 595 nm. Il bianco è rappresentato da 
acqua distillata. Una volta disegnata la retta, è stato possibile misurare l’assorbanza del 
campione di virus e quindi risalire alla concentrazione del virus purificato. 
 
3.4 Produzione del vaccino 
 
 Il vaccino è costituito da DC ottenute a partire da monociti di sangue periferico di 8 
gatti coltivati per 5 giorni come descritto nel paragrafo 3.2.1. Le iDC al 5° giorno di 
incubazione sono state trattate con FIV M2-AT2 al fine di caricarle di antigeni virali. Il 
contatto fra il virus e le cellule è avvenuto in piccolo volume (400 μl) aggiungendo 20 μg/ml 
di virus per pozzetto e incubando le colture a 37°C in atmosfera al 5% CO2 per 2 ore. Le 
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particelle virali possono così essere captate dalle iDC, mentre l’uso di un volume di terreno 
piccolo aiuta il contatto. Dopo questa incubazione sono stati aggiunti ad ogni pozzetto 600 μl 
di terreno di coltura al 3% plasma autologo contenenti la terza dose di citochine, quindi le 
piastre sono state incubate a 37°C in atmosfera al 5% CO2 per altre 48 ore. 
 E’ stato prodotto anche un “mock-vaccino” in cui le DC sono state stimolate a 
maturare con 10 ng/ml di LPS (da Escherichia coli 0127:B8, SIGMA Chemical Co., St. 
Louis, MO). 
 Dopo 48 ore le DC sono state raccolte in una provetta Falcon e centrifugate a 1800 
rpm per 10 minuti a 4°C e quindi lavate con terreno centrifugandole nuovamente (in questo 
modo viene allontanato dal terreno eventuale virus inattivato libero e le citochine presenti, 
evitando che vengano in contatto con il gatto dopo l’inoculo). Le DC ottenute sono state 
risospese in 1,2 ml di terreno di lavaggio, tenute in ghiaccio per evitare che aderiscano alla 
plastica della provetta, contate con colorante Tripan bleu e somministrate per via sottocutanea 
nelle zampe posteriori del rispettivo donatore in vicinanza dei linfonodi poplitei. 
 Venti minuti prima dell’iniezione la zona è stata trattata con pomata Aldara 
(Imiquimod 5% crema, 3M Pharmaceutical) per stimolare il sistema immunitario prima 
dell’inoculo del vaccino (Pearson et al., 2001). Lo schema della vaccinazione è illustrato in 
Figura 10. 
 
3.5 Caratterizzazione delle DC mature 
 
 La maturazione delle DC è stata valutata mediante metodiche citofluorimetriche e con 
saggi di risposta allogenica. 
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Figura 10. Schema sperimentale della vaccinazione. Le frecce blu rappresentano i tempi in cui 
sono state inoculate le 3 dosi di vaccino e la dose booster; in rosso sono indicati i tempi in cui è 
stato eseguito il monitoraggio degli animali. 
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3.5.1 Analisi degli antigeni superficiali 
 
 Il giorno dell’analisi le DC sono state raccolte e divise in 3 provette contenenti terreno 
di coltura completo addizionato di 0,2% di BSA e 0,1% di Sodio Azide (NaN3) per evitare il 
fenomeno del capping, venivano quindi aggiunti 100 μl di anti-B7.1 (dono di Wayne 
Tompkins), o 3 μl di human anti MHC di classe II (R&D System) o 5 μl di L8D8, un 
anticorpo diretto contro una proteina tubercolare (Freer et al, 1998) usato come controllo 
negativo. La sospensione cellulare è stata quindi incubata per 30 minuti in ghiaccio. 
 Al termine dell’incubazione alle sospensioni cellulari è stato aggiunto anti-mouse 
marcato con isotiocianato di fluoresceina (anti-mouse FITC, SIGMA), incubate al buio per 30 
minuti e quindi lavate e fissate con PBS 1X addizionato del 1% di paraformaldeide. 
 L’acquisizione dei campioni è stata effettuata con citofluorimetro (FACScan Beckton 
Dickinson), mentre l’analisi dei dati è stata fatta con il software Cell Quest Pro (Beckton 
Dickinson, San Diego, CA). 
 
3.5.2 Reazione allogenica 
 
 Uno dei parametri per rilevare se le DC sono maturate è la capacità delle DC mature 
di stimolare la proliferazione di linfociti T allogenici (Freer et al, 2005; Sprague el al., 2005). 
 Dopo 48 ore dall’aggiunta degli stimoli maturativi le DC sono state raccolte e 
seminate in numero di 1000 o 3500 in pozzetti contenenti 105 PBMC freschi provenienti da 
un diverso donatore e terreno di coltura completo addizionato al 10% di siero umano A+ 
inattivato a 56°C per 30 minuti (l’uso di siero umano è dovuto al fatto che i gatti sono trattati 
con vaccini contenenti FCS quindi le loro cellule potrebbero essere stimolate dalla presenza di 
questo siero nel terreno causando dei falsi positivi). Le semine sono state fatte, per ogni gatto, 
in quadruplicato all’interno di piastre Falcon da 96 pozzetti per colture cellulari per ogni 
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gatto. Sono stati seminati 2 pozzetti con 1000 o 3500 DC mature da sole (controllo negativo), 
4 pozzetti con 105 PBMC da soli (controllo negativo della proliferazione) e 4 pozzetti con 105 
PBMC stimolati con 0,5 μg/ml di Con-A (controllo positivo della proliferazione). La piastra è 
stata incubata per 5 giorni a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. Dopo 4 giorni è stato aggiunto 
ai pozzetti 1μCi di [metil-3H] timidina (Amersham Biosciences) e dopo altre 18 ore 
l’incorporazione della timidina è stata letta con Beta-scintillation counter (Wallac). I risultati 
sono espressi come colpi per minuto. 
 
3.6 Test ELISA per il dosaggio del titolo anticorpale 
 
 Questo saggio è stato effettuato sul plasma dei gatti utilizzando piastre Falcon Pro-
bindTM da 96 pozzetti. Dopo ogni passaggio venivano fatti 6 lavaggi con tampone di lavaggio 
(Tween 20 10 ml/l, PBS 10X 90 ml/l) con Behring ELISA PROCESSOR II.  
 Alle piastre sono stati aggiunti 0,3 μg/pozzetto di FIV M2 purificato e sonicato in 100 
μl di PBS 1X. La piastra così trattata è stata lasciata ad incubare overnight a T.A. Prima della 
semina dei campioni è stato effettuato un postcoating con 100 μl/pozzetto di PBS 1X-SKIN 
Milk 2% della durata di 1 ora. I campioni in esame sono stati preparati con diluizioni scalari 
in base 2, a partire da 1:100, in tampone di diluizione (PBS 1X 860 ml/l, Tween 20 80 ml/l, 
FCS 50 ml/l, SKIN Milk 50 ml/l) e seminati 100 μl/pozzetto. Per ogni campione è stato 
seminato anche il plasma diluito 1:100 prelevato prima dell’inizio della vaccinazione, rispetto 
al quale è stata calcolata la positività del campione. Sono stati seminati anche due pozzetti con 
plasma di gatto sieropositivo (controllo positivo) e due con tampone di diluizione (controllo 
negativo). La piastra è stata lasciata ad incubare 1 ora. Dopo l’incubazione sono stati aggiunti 
100 μl/pozzetto di anticorpo primario anti-cat IgG (SIGMA clone CT21) diluito 1:1000 in 
tampone di diluizione e la piastra è stata incubata per 1 ora. Il passaggio successivo è stato 
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l’aggiunta dell’anticorpo secondario anti−mouse IgG perossidato (SIGMA A4416) diluito 
1:1000 in una soluzione di PBS 1X-Tween 20 0,05%-SKIN Milk 1% (100 μl/pozzetto). La 
piastra è stata nuovamente incubata 1 ora. Lo sviluppo della reazione è stata fatta con 100 
μl/pozzetto di una soluzione in parti uguali di perossido di idrogeno (0,02% in tampone) e 
substrato per la perossidasi (TMB 4 g/l in soluzione acquosa). I campioni positivi si colorano 
di un blu più o meno intenso in base alla quantità di anticorpo presente. La reazione è stata 
fermata aggiungendo ai pozzetti 100 μl di H2SO4 1N, causando il viraggio dal blu al giallo 
della soluzione. La piastra è stata letta con metodo spettrofotometrico impostando lo 
strumento per una Densità Ottica di 450-650 nm (DO450).  
 La DO450 di ogni pozzetto è stata confrontata con la DO450 del plasma di controllo del 
gatto corrispondente. Un valore di densità ottica 3 volte superiore al plasma di controllo è 
stato considerato positivo. 
 
3.7 Test ELISA per il monitoraggio della p25 nei campioni 
 
 Con questa metodica è possibile valutare la quantità della proteina p25 nel campione e 
quindi la presenza del virus. Il saggio è stato effettuato su piastre Falcon Pro-bindTM da 96 
pozzetti. Dopo ogni passaggio venivano fatti 6 lavaggi con tampone di lavaggio (Tween 20 10 
ml/l, PBS 10X 90 ml/l) con Behring ELISA PROCESSOR II. Per questo saggio sono stati 
utilizzati 2 anticorpi monoclonali, prodotti in questo laboratorio, (DF3 e DF10 biotinilato) che 
riconoscono 2 diversi epitopi sulla p25 (Lombardi et al, 1993). 
 Alle piastre sono stati aggiunti 0,025 μg/pozzetto di anticorpo DF3 in 100 μl/pozzetto 
di tampone carbonato (Na2CO3 1,59 gr/l, NaHCO3 2,93 gr/l, NaN3 0,2 gr/l) pH 9.6. La piastra 
è stata quindi lasciata overnight a T.A. ad incubare. Una volta lavata la piastra, veniva 
effettuato il postcoating seminando 100 μl/pozzetto di PBS 1X-SKIN-Milk 1% e incubando la 
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piastra per 1 ora. Dopo questa incubazione, è stata effettuata la semina dei campioni 
seminando 10 μl/pozzetto di tampone di lisi (Tween 20 5 ml/l, Triton 50 ml/l, PBS 1X 950 
ml/l) e 100 μl/pozzetto di campione. Sono stati anche seminati due pozzetti con 100 μl di 
sovranatante di una coltura cellulare infetta (controllo postivo) e due con 100 μl di PBS 1X 
(controllo negativo). La piastra è stata lasciata ad incubare per 2 ore. Dopo l’incubazione sono 
stati aggiunti 100 μl/pozzetto di PBS 1X-SKIN Milk (1%) e siero fetale (0,5%) contenente 
l’anticorpo primario DF10 biotinilato diluito 1:4000 (da una soluzione madre con 
concentrazione 1 mg/ml). La piastra è stata nuovamente lasciata in incubazione per 1 ora, 
dopo di che è stato aggiunto l’anticorpo secondario anti-biotina perossidata (SIGMA A4541) 
diluito 1:1000 in una soluzione di PBS 1X-Tween 20 0,05%-SKIN Milk 1% (100 
μl/pozzetto). Dopo un incubazione di 1 ora, lo sviluppo della reazione è stato fatto con 100 
μl/pozzetto di una soluzione in parti uguali di perossido di idrogeno (0,02% in tampone) e 
substrato per la perossidasi (TMB 4 g/l in soluzione acquosa). I campioni positivi si colorano 
di un blu più o meno intenso in base alla quantità di p25 presente. La reazione viene fermata 
aggiungendo ai pozzetti 100 μl di H2SO4 1N, causando il viraggio dal blu al giallo della 
soluzione. La lettura della piastra è stata effettuata con metodo spettrofotometrico impostando 
lo strumento per una Densità Ottica di 450-650 nm (DO450).  
 La DO450 di ogni pozzetto veniva confrontata con la DO450 dei pozzetti contenente 
solo PBS 1X. Un valore di densità ottica 5 volte superiore al valore del campione negativo è 
stato considerato positivo. 
 
3.8 Risposta cellulo-mediata 
 
 Per ogni gatto sono stati preparati 12 pozzetti contenenti 1,5 x 105 PBMC in 100 μl di 
terreno di coltura completo addizionato col 10% di siero umano A+ inattivato. A 4 pozzetti è 
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stato aggiunto 1 μg di virus FIV M2 purificato e sonicato in 100 μl di terreno, 4 pozzetti sono 
stati trattati con 0,5 μg/ml di Con-A (controllo positivo) in 100 μl di terreno e a 4 pozzetti 
sono stati aggiunti solo 100 μl di terreno (controllo negativo). 
 Le piastre sono state incubate in termostato umidificato per 4 giorni a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2, al termine dei quali è stata aggiunta [metil-3H] timidina nel 
campione. Dopo 24 ore di incubazione la piastra è stata letta con Beta-scintillation Counter 
(Wallac). 
 Il risultato della prova è stato espresso come indice di stimolazione (IS) calcolato 
come rapporto fra la media dei valori dei PBMC stimolati con FIV M2 e la media dei valori 
dei controlli negativi. Un IS superiore a 2 è stato considerato positivo. 
 
3.9 Isolamento virale  
 
 Per testare se il pool di FIV M2-AT2 prodotto contiene virus infettivo, nonostante il 
trattamento di inattivazione, 5 x 105 MBM sono state seminate con 20 μg/ml di FIV M2-AT2 
in 1 ml di terreno di coltura completo addizionato con il 10% di FCS, 20 U di IL-2 e 5 μg di 
Con-A. Le cellule MBM sono sensibili all’infezione da FIV (Matteucci et al., 1995), per cui 
permettono la crescita del virus non inattivato eventualmente presente nel pool di FIV M2-
AT2. Due volte a settimana 500 μl di supernatante di coltura sono stati raccolti e testati con 
metodo ELISA per la misurazione della p25. Le cellule sono state contate, e sono state 
aggiunte MBM in terreno di coltura completo fresco fino ad avere 2 x 106 cellule per 
pozzetto. Due volte a settimana, insieme al terreno di coltura completo fresco, sono state 
aggiunte 20 U/ml di IL-2 e una volta a settimana 5 μg/ml di Con-A. Un campione la cui p25 è 
risultata positiva per 2 volte consecutive è stato considerato infetto da FIV ed eliminato dalla 
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piastra. I campioni rimanenti sono stati coltivati e monitorati per almeno 30 giorni prima di 
considerarli negativi. 
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4. RISULTATI 
 
 
 
Le DC utilizzate in questi esperimenti sono state ricavate dalla differenziazione di monociti, 
ottenuti dalla separazione di sangue periferico di gatto, coltivati in terreno di coltura arricchito 
con il 3% di plasma felino e una miscela di IL-4 e GM-CSF. E’ stato deciso di usare plasma 
felino autologo invece di FCS sia perché è stato dimostrato che l’uso del plasma aumenta la 
resa produttiva di DC (Freer et al., 2005), ma soprattutto perché i gatti SPF reclutati per gli 
esperimenti vengono vaccinati alla nascita, dalla ditta fornitrice, contro i comuni virus felini 
con vaccini contenenti tracce di FCS, per cui la risposta contro le proteine del FCS potrebbe 
interferire con la risposta immunitaria diretta contro gli Ag virali. 
 
4.1 Virus utilizzato nella vaccinazione 
 
 Il virus FIV M2 utilizzato in questa ricerca è stato prodotto partendo dall’infezione di 
cellule MBM come spiegato nel capitolo materiali e metodi, paragrafo 3.3.1. Il virus è stato 
inattivato con la 2,2’-ditiodipiridina (Aldritiolo-2, AT-2), una sostanza ossidante appartenente 
alla classe dei composti fenolici, capace di interagire con motivi zinc finger presenti su 
proteine virali interne, quali quelle nucleocapsidiche e l’integrasi, inattivandole. Questa 
molecola è stata usata in HIV (Rice et al., 1995), SIV (Rossio et al., 1998) e FIV 
(Giannecchini et al., 2002). Sulla base di studi precedenti effettuati in questo laboratorio, FIV 
M2 è stato inattivato trattandolo con AT-2 300 μM per 2 ore a 4°C (Giannecchini et al., 2002). 
 Dopo l’inattivazione il virus è stato concentrato mediante ultracentrifugazione e poi 
purificato in gradiente di saccarosio. Con questo procedimento si ottenevano dai 600 ai 1500 
μg di proteine virali per litro di sovranatante di coltura. I vari stock virali ottenuti sono stati 
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successivamente raccolti in un pool contenente una concentrazione di 800 μg/ml di proteine 
virali. L’eventuale presenza di LPS nel pool è stata valutata con il test del Limulus (LAL), 
rilevando una contaminazione di 0,1 ng/ml di LPS, una concentrazione che era risultata 
comunque apirogena in studi precedenti (dati non mostrati). 
 
4.2 Scelta della dose di FIV M2 AT2 necessaria per la maturazione di 
cellule dendritiche immature 
 
 In studi condotti nel nostro laboratorio, la maturazione di iDC feline è stata ottenuta 
trattando queste cellule con 50 ng/ml di LPS per 2 giorni (Freer et al., 2005). Per verificare se 
anche FIV M2-AT2, contenente tracce di LPS, potesse essere un buon stimolo maturativo, le 
iDC al quinto giorno di coltura sono state trattate con 10 o 50 μg/ml di FIV M2-AT2. Dopo 2 
giorni di coltura le cellule sono state colorate con anticorpi α-MHC di classe II e α-B7.1, due 
marcatori superficiali correlati con la maturazione. I risultati sono mostrati nella Figura 11. Le 
iDC coltivate con 50 μg/ml di FIV M2-AT2 mostravano al FACS un profilo di espressione 
non significativamente diverso da quello delle iDC trattate con l’LPS, mentre le iDC trattate 
con 10 μg/ml di FIV M2-AT2 mostravano un profilo di espressione inferiore a quello delle 
iDC trattate con LPS, anche se leggermente più alto di quello delle iDC non trattate.  
 E’ noto che le mDC sono capaci di indurre la proliferazione di linfociti T allogenici, 
quindi, per caratterizzare meglio l’effetto maturativo di FIV M2-AT2 , le iDC sono state 
coltivate per 2 giorni con dosi scalari di virus (60, 20 o 7 μg/ml di FIV M2-AT2), con 50 
ng/ml di LPS o con solo terreno, in seguito è stata allestita, con queste cellule, una risposta 
allogenica coltivandole in rapporto 1:100 e 1:30 con linfociti allogenici. Questo test ci ha 
permesso di valutare la funzionalità delle DC. Dalla figura 12 risulta che le iDC trattate con 
60 e con 20 μg/ml di FIV M2-AT2 sono capaci di indurre una proliferazione dei linfociti T  
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Figura 11. Analisi comparativa al FACS di mDC ottenute mediante attivazione con FIV M2-
AT2 o con LPS (profilo chiaro) e iDC (profilo grigio). 
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Figura 12. Risposta allogenica. iDC attivate con 60, 20 e 7 μg/ml di FIV M2-AT2 o con 50 
ng/ml di LPS sono state coltivate in rapporto 1:100 e 1:30 con 105 linfociti allogenici. I 
risultati sono indicati in colpi per minuto (cpm). 
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 allogenici (misurata come incorporazione di [metil-3H] timidina) addirittura maggiore del 
livello di proliferazione indotto dalle iDC trattate con LPS, mentre le iDC trattate con 7 μg/ml 
di FIV M2-AT2 hanno mostrato un livello di proliferazione intermedio tra le iDC non trattate 
e le iDC trattate con LPS. Questi risultati indicano che 20 μg/ml di FIV M2-AT2 sono 
sufficienti per indurre una buona maturazione delle iDC. 
 Il livello maturativo delle iDC trattate con 20 μg/ml di FIV M2-AT2 è stato analizzato 
anche con un saggio al FACS per l’espressione superficiale dei marcatori di maturazione 
MHC di classe II e B7.1 (Figura 13). Le iDC sono state trattate con 20 μg/ml di FIV M2-AT2 
o con 50 ng/ml di LPS per 48 ore, quindi sono state analizzate al citofluorimetro. Le iDC 
trattate con FIV M2-AT2 hanno mostrato una fluorescenza media quasi doppia per la 
molecole MHC di classe II rispetto al controllo negativo, ma circa 3 volte più bassa di quella 
delle iDC trattate con l’LPS; inoltre hanno mostrato una fluorescenza media doppia nel caso 
del recettore B7.1 rispetto al controllo negativo, ma circa 2 volte più bassa di quella delle iDC 
trattate con l’LPS. Questi risultati hanno confermato che 20 μg/ml di FIV M2-AT2 riescono a 
indurre la maturazione delle iDC, come evidenziato dall’aumento dell’espressione dei 
marcatori superficiali MHC di classe II e B7.1. 
 Poiché la quantità di iDC ricavabili da ogni gatto è piuttosto bassa e non sarebbe stato 
possibile allestire i test per verificare l’avvenuta maturazione su ogni dose di vaccino, 
abbiamo ripetuto su iDC di 6 gatti diversi i test maturativi con 20 μg/ml di FIV M2-AT2 
ottenendo analoghi risultati a quelli mostrati nelle Figure 12 e 13. 
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Figura 13. Analisi citofluorimetrica dell’espressione dei marcatori superficiali di maturazione 
MHC di classe II e B7.1. Le iDC sono state attivate per 2 giorni con 20 μg/ml di FIV M2–
AT2 o con 50 ng/ml di LPS. L’istogramma colorato in grigio rappresenta il controllo negativo 
del saggio. I numeri in alto a destra rappresentano la media geometrica della fluorescenza. 
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4.3 Verifica dell’infettività del virus inattivato 
 
 Prima di procedere alla vaccinazione, lo stock di FIV M2-AT2 prodotto è stato testato 
per valutarne l’infettività eliminando così il rischio di infezione per i gatti con un virus non 
inattivato. 
 La valutazione dell’infettività è stata effettuata tramite isolamento virale. Venti μg/ml 
di FIV M2-AT2, provenienti dallo stock di virus inattivato e purificato destinato alla 
vaccinazione, sono stati testati su cellule MBM. La p25 nel sovranatante di coltura è’ stata 
misurata per 5 settimane dando sempre esito negativo (dati non mostrati). 
 
4.4 Vaccinazione 
 
L’esperimento di vaccinazione comprende 3 gruppi di animali: 1) 8 gatti SPF sani che hanno 
ricevuto le dosi vaccinali rappresentate da iDC caricate con 20 μg/ml di FIV M2-AT2; 2) 3 
gatti che hanno ricevuto un “mock-vaccino” rappresentato da iDC maturate in presenza di 10 
ng/ml di LPS. La dose di LPS per il trattamento delle cellule destinate alla produzione del 
“mock-vaccino” è stata diminuita per evitare agli animali effetti tossici derivati dalla presenza 
dell’LPS (effetti piretici o addirittura letali) nella dose vaccinale. L’uso di questa dose è 
supportata dai risultati di esperimenti precedenti in cui è stato dimostrato che anche questa 
concentrazione di LPS è capace di indurre una buona maturazione delle iDC (dati non 
mostrati); 3) 5 gatti da utilizzare come controllo positivo dopo il challenge con FIV M2. 
 Ogni dose di vaccino è stata prodotta a partire da 35 ml di sangue periferico di ogni 
gatto trattato in modo da ottenere i monociti da coltivare per la produzione delle DC. Al 
quinto giorno di coltivazione le iDC differenziatesi sono state trattate con 20 μg/ml di FIV 
M2-AT2 o con 10 ng/ml di LPS. Dopo 48 ore le cellule sono state raccolte, contate e 
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somministrate ai gatti per via sottocutanea nelle zampe posteriori in vicinanza dei linfonodi 
poplitei. Venti minuti prima della somministrazione della dose vaccinale, la zona d’inoculo è 
stata trattata con pomata Aldara contenente il 5% di Imiquimod, una molecola capace di 
stimolare localmente il sistema immunitario sia innato che adattativo inducendo la secrezione 
di citochine quali IFN α, IL-6 e 12 e TNF−α. Di particolare interesse per la vaccinazione è la 
capacità di questa molecola di indurre la secrezione di citochine che facilitano la migrazione 
delle DC verso i linfonodi (Pearson e Langley, 2001). 
 Ogni gatto ha ricevuto in tutto 3 dosi di vaccino a distanza di un mese l’una dall’altra e 
una dose booster, prodotta con la stessa metodica, dopo 2 mesi dalla terza dose. Ogni dose di 
vaccino o “mock-vaccino” è stata somministrata allo stesso gatto da cui è stata prodotta. La 
tabella 1 mostra che le rese cellulari ottenute, e quindi le dosi vaccinali somministrate, variano 
da un gatto all’altro, ma anche da una dose all’altra dello stesso gatto. Ogni gatto ha ricevuto 
un numero di cellule totali variabili da un minimo di 1,8 x 106 (gatto FC4) a un massimo di 
cellule inoculate totali di 9,5 x 106 (gatto GT10). 
 
4.5 Efficacia del vaccino di indurre una risposta immunitaria 
 
 L’effetto del vaccino sulla risposta umorale è stato valutato misurando il titolo di 
anticorpi anti-FIV presenti nel plasma dei gatti, a vari tempi dall’inizio della vaccinazione, 
con un saggio ELISA. I risultati, riassunti nella tabella 2, mostrano che a 3 mesi dall’inizio 
della vaccinazione (1 mese dopo la somministrazione della terza dose di vaccino) 6 gatti su 8 
sono risultati positivi anche se i titoli anticorpali non erano molto elevati. Solo EV3 e GX12 
hanno mostrato titoli anticorpali più alti (800 e 1600 rispettivamente). Al quinto mese di 
vaccinazione (data di somministrazione della dose booster) è stata rilevata una diminuzione  
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Tabella N.1 Numero di DC inoculate per dose e per gatto.  
 
 
 
 
Gatti                      Numero di DC inoculate (x10-6)   Totale DC
                      Dose  inoculate per gatto
1° 2° 3° booster  (x10-6)
Vaccinati
EB1 0,2 1,5 0,6 0,2 2,5
EC2 0,6 2,5 1,1 1,2 5,4
EV3 3,1 0,7 0,6 0,6 5
FC4 0,3 0,3 0,2 1 1,8
GR9 2,6 1,1 1,9 0,6 6,2
GT10 1,6 0,6 3,8 3,5 9,5
GV11 0,3 0,7 2,9 1,9 5,8
GX12 0,4 0,8 1,5 1,2 3,9
Mock
FD5 2,7 0,5 1,2 1,5 5,9
GA6 1,6 0,7 3,9 1,5 7,7
GB7 0,3 1,3 2 1,5 5,1
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Tabella N.2. Titolo anticorpale misurato con metodo ELISA nel plasma dei gatti vaccinati. 
 
 
 
 
 
                          Titolo anticorpale
Gatti                           Mesi dall'inizio della vaccinazione
3 5 6 7
EB1 <100 <100 400 400
EC2 <100 <100 200 100
EV3 800 200 3200 1600
FC4 100 <100 <100 <100
GR9 200 200 400 400
GT10 400 200 800 800
GV11 400 200 800 800
GX12 1600 800 1600 1600
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 dei titoli anticorpali nel plasma dei gatti GT10, GV11 e GX12 il cui titolo si è dimezzato e del 
gatto EV3, il cui titolo è diminuito 4 volte (da 800 a 200). A questa data i gatti EB1, EC2 e 
FC4 non hanno mostrato titoli anticorpali rilevabili nel plasma, mentre il gatto GR9 ha visto 
invariato il suo titolo anticorpale. Il monitoraggio successivo, effettuato un mese dopo la 
somministrazione della dose booster, ha mostrato un aumento generale del titolo anticorpale 
(da 2 a 4 volte il titolo del monitoraggio precedente) nel plasma dei gatti, fatta eccezione per il 
gatto FC4 nel cui plasma non è stato misurato un titolo anticorpale rilevabile. Un risultato 
interessante è venuto dai gatti EB1, EC2 e EV3. I primi due gatti non mostravano titoli 
rilevabili alla data della somministrazione della dose booster, ma un mese dopo la 
somministrazione di questa dose sono stati misurati nel loro plasma dei titoli anticorpali pari a 
400 per EB1 e 200 per EC2, mentre nel plasma del gatto EV3 è stato misurato un titolo di 
3200, 16 volte superiore a quello misurato nel monitoraggio precedente. Nell’ultimo 
monitoraggio, effettuato a due mesi dalla somministrazione del booster, è risultato che i titoli 
anticorpali nel plasma erano invariati o solo di poco diminuiti (gatti EC2 e EV3). 
Confrontando la tabella 1 con la tabella 2 , è interessante notare come non ci sia una 
correlazione fra il numero di cellule totali inoculate nei gatti e il titolo anticorpale, come 
risulta, per esempio, dal confronto fra i gatti EC2 e EV3. Questi gatti hanno ricevuto 5,5 x 106 
e 5 x 106 cellule totali rispettivamente, ma mentre EV3 ha mostrato livelli anticorpali elevati 
nel suo plasma (specialmente dopo la somministrazione della dose booster), EC2 ha mostrato 
livelli anticorpali bassi (con un massimo di 200) per tutto il periodo di monitoraggio. Anche i 
gatti GT10 e GV11, nonostante abbiano mostrato gli stessi titoli anticorpali durante tutto il 
periodo di monitoraggio, hanno ricevuto 9,5 x 106 e 5,7 x 106 cellule totali rispettivamente. 
Contemporaneamente ai gatti vaccinati, il titolo anticorpale è stato misurato anche nel plasma 
 54
dei gatti che hanno ricevuto il “mock-vaccino”. Per tutta la durata del monitoraggio, questo 
saggio non ha misurato titoli anticorpali rilevabili nel plasma di questi gatti. 
 Abbiamo valutato anche la risposta cellulo-mediata con un test proliferativo in cui i 
PBMC dei gatti vaccinati sono stati coltivati con 1 μg di virus FIV M2 purificato e sonicato. I 
risultati sono riassunti nella figura 14 e sono espressi come indice di stimolazione (IS) cioè 
come rapporto tra i valori ottenuti (misurati come incorporazione di [metil-3H] timidina) dalla 
proliferazione dei PBMC coltivati con il virus e i PBMC coltivati senza stimoli. Un valore di 
questo rapporto superiore a 2 è stato considerato positivo. La risposta è risultata molto 
variabile da un gatto all’altro e da un tempo all’altro. Alcuni animali, come EB1 e EC2, hanno 
mostrato una risposta più bassa degli altri e costante nel tempo. EV3 e FC4 sono partiti con IS 
molto bassi che sono poi aumentati in modo rilevante in risposta alla terza dose e al booster. 
Negli altri gatti il vaccino ha indotto una risposta cellulo-mediata molto buona e abbastanza 
costante nel tempo. In molti casi l’IS è risultato superiore a 20. La risposta cellulo-mediata è 
stata misurata anche nei gatti che hanno ricevuto il “mock-vaccino” e in alcuni gatti normali. 
Come risulta dalla figura 14 questi gatti non hanno mostrato reazione cellulo-mediata verso 
gli Ag virali. Anche in questo caso, come già visto per la risposta anticorpale, la risposta 
cellulo-mediata non ha mostrato una correlazione tra gli IS calcolati e il numero di cellule 
totali somministrate ai gatti. Particolarmente evidente a questo proposito è un confronto fra il 
gatto EV3 e FC4 i quali, a dispetto della differenza rilevante nella risposta umorale e nel 
numero di cellule ricevute, hanno mostrato risposte simili sia nel tempo che come valori di IS. 
Altra evidenza di questa non correlazione viene dal gatto GX12 il quale, a fronte di un 
numero di cellule totali di 3,9 x 106, è risultato uno dei gatti con gli indici di stimolazione più 
elevati, comparabili con quelli ottenuti dal gatto GT10 il quale ha ricevuto un numero di 
cellule totali pari a 9,5 x 106. 
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Figura 14. Risposta cellulo mediata valutata a vari tempi dall'inizio della vaccinazione. La 
colonna gialla corrisponde al tempo del booster. 
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5. DISCUSSIONE 
 
 
 
 Fin dalla loro scoperta (Steinman e Cohn, 1973) le DC sono state oggetto di attenti 
studi per valutare il loro ruolo nella risposta immunitaria. Da questi studi è emersa 
l’importanza delle DC nell’evocazione sia della risposta immunitaria innata che acquisita, ma 
anche nella regolazione della risposta da esse evocata (Dubsky et al., 2005). Grazie a queste 
capacità, negli ultimi anni le DC sono state oggetto di studi rivolti alla ricerca di terapie da 
utilizzare nella cura di gravi malattie umane quali tumori (Nencioni e Brossart, 2004) e AIDS 
(Kran et al., 2006). 
 Gli studi effettuati nei confronti di HIV sono stati rivolti anche alla ricerca di vaccini 
contro questo virus. La sperimentazione di questi vaccini nell’uomo incontra però sia 
problemi pratici, ma, soprattutto, problemi etici. E’ stato quindi necessario identificare e 
utilizzare modelli animali in cui poter progettare e sperimentare vaccini da poter poi utilizzare 
nell’uomo. Al giorno d’oggi sono studiati 3 modelli animali di HIV: il modello scimmia 
(SIV), il modello HIV/topo chimerico SCID, e il modello felino (FIV). 
 FIV è un virus molto simile a HIV a livello funzionale e morfologico, inoltre mostra 
analogie con questo virus per quanto riguarda la dinamica dell’infezione e la risposta 
immunitaria evocata nell’ospite. Due vantaggi importanti nell’utilizzo di questo modello sono 
la facilità di reperibilità e di mantenimento dei gatti (ospiti naturali di FIV), e la non 
patogenicità di questo virus nei confronti dell’uomo.  
 Lo scopo di questa tesi è stato quello di mettere a punto un vaccino anti-FIV con iDC 
maturate e caricate con FIV M2 inattivato con AT2. L’AT2 è una molecola ossidante capace 
di inattivare proteine virali interne fondamentali per l’infettività, quali le proteine 
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nucleocapsidiche, lasciando inalterate le proteine dell’involucro virale che sono le più 
importanti nel conferire protezione. Quindi l’uso di questo composto porta ad avere un virus 
incapace di replicarsi nelle cellule, ma che mantiene intatta la sua immunogenicità (Rossio et 
al., 1998). L’inattivazione è stata effettuata trattando il sovranatante di coltura prodotto da 
colture di cellule infette, contenente il virus, con una concentrazione di AT-2 300 μM per 2 h 
a 4° C. In seguito il virus è stato purificato in gradiente di saccarosio ottenendo rese variabili 
fra i 600 e i 1500 μg di proteine virali per litro di supernatante di coltura. Nonostante siano 
stati utilizzati materiali apirogeni abbiamo ritenuto di quantificare la concentrazione di LPS 
che poteva, eventualmente, aver contaminato lo stock di virus. Tramite l’uso del test del 
Limulus (LAL) è risultato che lo stock virale conteneva una concentrazione contaminante di 
0,1 ng/ml di LPS, una concentrazione comunque apirogena. Questo stesso stock è stato anche 
testato con un isolamento virale, per analizzare la sua infettività, da cui è risultato che il virus 
prodotto era inattivato e non infettivo. L’ importanza di questa analisi deriva dalla necessità di 
verificare se l’inattivazione del virus è stata efficace, evitando che durante la vaccinazione i 
gatti si possano infettare a causa di dosi vaccinali contenenti virus infettivo.  
 Prima di procedere alla vaccinazione dei felini, è stato necessario testare quale 
concentrazione di FIV M2-AT2 era capace di indurre una stimolazione ottimale delle iDC. 
Questo perché solo le mDC sono capaci di indurre un’ottima attivazione della risposta 
immunitaria (Dubsky et al., 2005). Non essendoci letteratura precedente che potesse darci 
indizi sulla concentrazione di virus da utilizzare per indurre la maturazione di iDC feline, 
queste ultime sono state inizialmente trattate con due concentrazioni di virus FIV M2-AT2 
differenti per testarne l’effetto maturativo. Le iDC utilizzate sono state ottenute coltivando 
PBMC, ricavati dalla separazione del sangue periferico dei gatti, in terreno RPMI 1640 al 3% 
di plasma autologo contenete una miscela di IL-4 e GM-CSF (Freer et al., 2005). L’uso di 
plasma autologo è stato motivato dal fatto che i PBMC felini possono interagire con le 
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molecole dell’FCS venendone stimolati (Freer et al., 2005). Ciò perché i gatti SPF utilizzati 
negli esperimenti vengono vaccinati alla nascita contro vari virus felini attraverso la 
somministrazione di vaccini contenenti tracce di FCS. Inoltre studi precedenti effettuati con 
altri modelli hanno dimostrato che la somministrazione di DC coltivate in presenza di FCS 
portano alla stimolazione di linfociti T specifici per proteine xenogeniche e, in alcuni casi, la 
presenza di tracce di FCS ha causato reazioni allergiche (Nestle et al., 1998; Mackensen et al., 
2000; Muller et al., 2000). Oltre a queste motivazioni l’uso di plasma autologo porta anche a 
un aumento della resa in DC rispetto all’uso di FCS (Freer et al., 2005). Al quinto giorno di 
incubazione le iDC sono state trattate o con 10 o 50 μg/ml di FIV M2-AT2 per due giorni, 
quindi sono state testate al FACS dopo essere state colorate con anticorpi α-MHC di classe II 
e α-B7.1. Contemporaneamente altre iDC sono state trattate con 50 ng/ml di LPS, una 
concentrazione capace di indurre la stimolazione delle iDC (Freer et al., 2005). Dai risultati di 
questo test (Figura 11) risulta che una dose di 50 μg/ml di FIV M2-AT2 sono capaci di indurre 
la maturazione delle iDC, mentre una dose di 10 μg/ml di FIV M2-AT2 è capace di indurre 
solo una blanda maturazione. Contemporaneamente a questo test abbiamo effettuato anche un 
saggio funzionale di risposta allogenica con iDC coltivate con 60 o 20 o 7 μg/ml di FIV M2-
AT2 o con 50 ng/ml di LPS per testare la capacità delle iDC così trattate di indurre la 
proliferazione di PBL allogenici e quindi testare il loro grado maturativo. Dai risultati di 
questo test (Figura 12) emerge che non solo la concentrazione di 60 μg/ml di FIV M2-AT2 è 
capace di indurre la proliferazione dei PBL allogenici, ma anche che la concentrazione di 20 
μg/ml di FIV M2-AT2 è capace di fare altrettanto. Oltretutto le cellule trattate con queste due 
concentrazioni stimolano una proliferazione dei PBL più elevata di quella indotta dalle cellule 
trattate con l’LPS dimostrando un grado maturativo più alto delle cellule di controllo. Le 
cellule trattate con 7 μg/ml di FIV M2-AT2 hanno invece indotto una blanda proliferazione 
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dei PBL. Sulla base di questi risultati è stata proposta, quindi, una dose di 20 μg/ml di FIV 
M2-AT2 per il trattamento delle iDC destinate alla vaccinazione. Abbiamo quindi analizzato 
al FACS questa dose di virus per valutarne l’effetto sulla concentrazione dei marcatori 
superficiali correlati con la maturazione MHC di classe II e B7.1, con lo scopo di testare la 
capacità di questa concentrazione di indurre la maturazione delle iDC. Come risulta dalla 
Figura 13, 20 μg/ml di FIV M2-AT2 sono stati capaci di indurre la maturazione delle iDC 
come evidenziato dall’aumento della fluorescenza media delle iDC trattate col virus. 
L’importanza di questo studio viene dal voler attestare che 20 μg/ml di FIV M2-AT2 sono 
capaci di indurre la maturazione nelle iDC, ma, soprattutto, dal voler confermare che questa 
concentrazione è capace di indurre una buona maturazione delle iDC. Infatti la quantità di 
iDC ottenibile da ogni gatto non è elevata a causa della piccola quantità di sangue che è 
possibile ottenere mensilmente dai gatti, per cui non sarebbe possibile analizzare una parte 
delle cellule da utilizzare per la vaccinazione per valutarne il grado di maturazione e 
utilizzarne il restante come dose vaccinale. Per essere certi di questo risultato, abbiamo 
ripetuto quest’ultima analisi su 6 gatti sani confermando, con risultati analoghi a quelli qui 
esposti, che 20 μg/ml di FIV M2-AT2 sono capaci di stimolare una buona maturazione delle 
iDC. 
 Una volta trovata la concentrazione di virus inattivato capace di maturare le iDC, è 
stato possibile progettare la vaccinazione (Figura 10). A 8 gatti SPF sani sono state 
somministrate 3 dosi vaccinali, a distanza di un mese l’una dall’altra, e una dose booster, 
prodotta con la stessa metodica, dopo 2 mesi dalla terza dose vaccinale. Ognuna di queste dosi 
è stata preparata con cellule autologhe per ogni gatto. Oltre a questi animali, altri 3 gatti SPF 
sani sono stati trattati con un “mock-vaccino” costituito da iDC maturate con 10 ng/ml di LPS 
preparato con la stessa metodica. A differenza degli studi in vitro sulla maturazione delle iDC, 
nella preparazione del “mock-vaccino” è stata usata una concentrazione inferiore di LPS (10 
 60
ng/ml invece di 50 ng/ml) per far maturare le cellule con lo scopo di evitare agli animali gli 
effetti tossici derivanti dall’uso di questa molecola. Come riassunto nella Tabella 1 le dosi 
vaccinali sono state estremamente diverse sia fra gatto e gatto, sia fra dose e dose all’interno 
dello stesso gatto. Un effetto di questa casualità nella resa cellulare è stato l’impossibilità di 
standardizzare gli inoculi per cui i gatti hanno ricevuto numeri di cellule totali diversi, anche 
di molto, fra loro. Le dosi vaccinali sono state somministrate ad ogni gatto con iniezioni 
sottocutanee nelle gambe posteriori in vicinanza dei linfonodi poplitei. Venti minuti prima 
dell’iniezione del vaccino la zona d’inoculo è stata trattata con Imiquimod, una molecola 
capace di stimolare localmente il sistema immunitario e di indurre la migrazione delle DC 
mature verso i linfonodi (Pearson e Langkey, 2001). Durante tutte le somministrazioni di 
vaccino i gatti sono stati sottoposti a visite mediche che hanno sempre accertato la sanità dei 
gatti non diagnosticando alcun sintomo clinico derivante dall’inoculo delle dosi vaccinali. 
 Essendo lo scopo di questa ricerca quello di produrre un vaccino protettivo contro 
FIV, abbiamo valutato la sua efficacia nell’indurre una risposta immunitaria sia anticorpale 
che cellulo-mediata contro FIV. I saggi sulla risposta umorale hanno mostrato titoli 
anticorpali generalmente bassi nei primi tempi di monitoraggio, inoltre hanno mostrato che 
tutti i gatti vaccinati hanno risposto alla somministrazione della dose booster, con aumenti del 
titolo anticorpale in quasi tutti i gatti (tranne che per FC4 il quale non ha mostrato titoli 
anticorpali misurabili) che sono leggermente diminuiti o sono rimasti costanti dopo 2 mesi 
dalla somministrazione della dose booster (Tabella 2). L’analisi sulla risposta cellulo-mediata 
ha mostrato indici di stimolazione estremamente variabili fra gatto e gatto e fra tempo e 
tempo, con gatti che hanno avuto risposte basse ma costanti, gatti che hanno risposto solo alla 
terza dose vaccinale e al booster e gatti che hanno avuto risposte elevate e costanti. I gatti 
vaccinati con il “mock-vaccino”, invece, non hanno mostrato risposte immunitarie sia umorali 
che cellulo-mediate. Dai dati ottenuti è risultato che sia la risposta umorale che quella cellulo- 
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mediata non hanno mostrato una correlazione con il numero di cellule totali inoculato con la 
vaccinazione, come dimostra in maniera inequivocabile un confronto fra le risposte 
immunitarie umorali e cellulo-mediate evocate nei gatti EV3 e FC4 e il numero di cellule 
totali inoculate in questi due animali. In conclusione, dal confronto fra i dati ottenuti è 
possibile affermare che le risposte umorali e cellulo-mediata dei gatti hanno risposto in 
maniera indipendente fra loro alla vaccinazione e che, generalmente, queste risposte non 
dipendevano dal numero totale di cellule inoculate. Possiamo inoltre affermare che il vaccino 
è riuscito ad indurre una risposta immunitaria contro il virus, risposta che viene potenziata, 
specialmente quella umorale, dalla somministrazione della dose booster. Questo 
potenziamento della risposta è probabilmente dovuto all’evocazione di una risposta 
immunitaria adattativa contro il virus. 
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6. CONCLUSIONI 
 
 
 
 Dai risultati di questa ricerca emerge la possibilità di indurre la maturazione di iDC 
utilizzando come stimolo maturativo 20 μg/ml di FIV M2 inattivato con AT2, e il possibile 
utilizzo di queste cellule come vaccino contro FIV. 
Il vaccino è immunogenico e capace di indurre una buona risposta immunitaria umorale e 
cellulo-mediata contro FIV anche se variabile da un animale all’altro. In futuro i gatti 
vaccinati, insieme ad altri 5 gatti sani, saranno sottoposti a un challenge virale con FIV M2 e 
monitorati per valutare la protezione indotta dalla vaccinazione contro questo virus.  
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7. GLOSSARIO 
 
 
 
1. Ag:  Antigene 
2. AT2:  2,2’-ditiodipiridina (Aldritiolo) 
3. DC:  Cellule dendritiche 
4. ELISA: Enzimatic linked immunosorbent assay 
5. FCS:  Fetal calf serum 
6. FIV:  Feline immunodeficiency virus 
7. GM-CSF: Fattore stimolante la crescita di colonie di granulociti e macrofagi 
8. HIV:  Human immunodeficiency virus 
9. iDC:  Cellule dendritiche immature 
10. IFN:  Interferon 
11. Ig:  Immunoglobulina 
12. IL:  Interleuchina 
13. IS:  Indice di stimolazione 
14. LPS:  Lipopolisaccaride 
15. MHC:  Major histocompatibility complex 
16. NK:  Natural killer 
17. PBMC: Peripheral blood mononuclear cell 
18. PBL:  Peripheral blood lymphocytes 
19. PBS:  Tampone fosfato 
20. SCID:  Immunodeficienza severa combinata 
21. SIV:  Simian immunodeficiency virus 
22. SHIV:  Simian/human immunodeficiency virus 
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23. SPF:  Specific pathogen free 
24. T.A.:  Temperatura ambiente 
25. Th:  T helper 
26. TNF-α: Tumor necrosis factor-α 
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